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TAJEMN ICE
GRZYBOW

Opisanie reakcji tancuchowej polimerazy w bardzo krétkim
czasie zrewolucjonizowato nauke. Jak wykorzystujemy
to przetomowe odkrycie w badaniach taksonomii,
systematyki i ekologii grzybow?
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rzetomowe odkrycia w bardzo krétkim cza-

sie potrafily zmieni¢ nauke, w tym szczegol-
nie biologie. Za pierwszy wielki przetom, do ktérego
doszto w biologii, mozna uzna¢ wprowadzenie przez
Karola Linneusza (1707-1778) systemu klasyfikacji or-
ganizmow opierajacego sie na podobienstwie ich cech.
System ten, podobnie jak dwucztonowe nazewnictwo
organizmow, jest stosowany do dzi$ i stal sie na du-
gie lata podwaling rozwoju wszystkich nauk biolo-
gicznych. Byl odpowiedzig na bezustanng potrzebe
szeregowania i ukladania wszystkiego, co czlowiek
wokot siebie widzial i co mégl znalezé. O doniosto-
$ci i wadze zmian wprowadzonych przez Linneusza
$wiadczy ogromna liczba organizméw przez niego
opisanych i sklasyfikowanych. Obecnie przy nazwach
ponad 12 tys. gatunkow roélin i zwierzat mozemy zna-
lez¢ litere ,,L”, informujacg, ze autorem opisu takiego
organizmu jest wlasnie Linneusz. Co wiecej, przez po-
nad 250 lat nikt nie widzial potrzeby wprowadzania
zmian opiséw dla tychze gatunkow. System klasyfika-
cji wprowadzony przez Linneusza byt prosty i przej-
rzysty, posiadat jednak jedng wade... byt calkowicie
sztuczny. Opierat sie tylko na podobienstwie orga-
nizmow, a catkowicie pomijat ich pochodzenie i po-
krewienstwo. To oczywiscie zaden zarzut, podstawy
teorii ewolucji Darwina zostaly przedstawione prawie
100 lat po $mierci Linneusza, ale wspotczesni badacze
widzieli niedoskonato$¢ i potrzebe modyfikacji sta-
rego systemu klasyfikacji. Bylo potrzebne narzedzie,
ktore pozwolitoby zajrze¢ glebiej niz w tatwo widocz-
ne cechy czy obraz spod mikroskopu. Potrzebne bylo
spojrzenie w DNA!

tancuch DNA

Juz samo odkrycie struktury kwasu deoksyrybonu-
kleinowego (znanego dzi$ bardziej jako wspomniane
DNA) zostalo nagrodzone Nagrodg Nobla przyzna-
ng w 1962 roku Francisowi Crickowi, Jamesowi Wat-
sonowi i Maurice’owi Wilkinsowi. Dowiedzieliémy
sie wtedy, ze zycie kazdego organizmu - wigcej: caly
znany nam zywy $wiat — jest zakodowane w mikro-
skopijnej czasteczce bedacej ktebkiem dwoch splata-
nych i potaczonych z sobg nici nukleotydéw. Od mo-
mentu odkrycia uczeni wiedzieli, ze wiedza na temat
struktury i sekwencji nukleotydéw budujacych DNA
jest kluczowa dla zrozumienia $wiata zywych orga-
nizméw. Mozna przypuszczal, ze wlasnie wtedy po-
wstata biologia molekularna. Kolejne odkrycia poja-
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wialy si¢ w lawinowym tempie. Opisanie mechani-
zmu replikacji DNA i odkrycie polimerazy, enzymu
odpowiadajacego za te replikacje, a potem sekwen-
cjonowanie DNA (sczytanie kolejnosci nukleotydow
w DNA), czy odkrycie bakterii Thermus aquaticus,
ktora wytwarzata termostabilng polimeraze wykorzy-
stywang do dzi$ pod nazwg Tagq, to tylko najwazniejsze
osiggniecia wczesnej biologii molekularnej. Na ko-
lejny wielki przetom musieliémy czeka¢ do 1993 ro-
ku. Wtedy to amerykanski biochemik Kary B. Mullis
opisal reakcje tancuchowa polimerazy (zwana reakcjg
PCR od angielskiej nazwy polymerase chain reaction),
ktora po dzi$ dzien jest podstawowg i fundamentalng
technikg wykorzystywang w biologii molekularne;.
Za swoje odkrycie Mullis zostal uhonorowany Na-
groda Nobla.

Celem reakgji taiicuchowej polimerazy jest namno-
zenie interesujgcego nas fragmentu DNA. Fenomen
tej reakcji tkwi w jej prostocie. Tak naprawde jest
to proces polaczonych z sobg cykli zmian tempe-
ratury odbywajacy sie w sprzyjajacych warunkach
w obecnosci kilku ,,sktadnikow”. Kazdy cykl rozpo-
czyna sie od tzw. denaturacji, czyli oddzielenia dwdch
nici DNA od siebie odbywajacego si¢ w wysokiej
temperaturze, na ogot 90-95 st. C. W kolejnym eta-
pie do rozerwanych nici przylaczaja sie tzw. startery,
ktérymi sg sztucznie syntetyzowane fragmenty nici
nukleotydowych o sekwencji odpowiadajacej poczat-
kowi i konicowi powielanego fragmentu DNA. W cza-
sie przylaczenia starterow temperatura spada do 50—
60 st. Cw zaleznosci od wykorzystywanych starteréw
(kazdy opracowany starter ma okreslong temperature,
w ktorej jego przylaczanie odbywa si¢ najefektywniej).
W kolejnym etapie tzw. elongacji dzieki obecnosci po-
limerazy Taq dochodzi do wydluzania komplementar-
nej nici wzdluz wzoru. Uczestnicza tu cztery rézne nu-
kleotydy dodane do mieszaniny reakcyjnej, ktore tacza
sie z sobg wedtug wzoru: adenina z tyming, cytozyna
z guaning. W wyniku elongacji obok oryginalnej nici
kwasu nukleinowego powstaje druga zsyntetyzowana

45

MARCIN PIETRAS

dr hab.
Marcin Pietras

Jest profesorem
Instytutu Dendrologii
PAN w Kérniku, gdzie
kieruje Zakfadem
Biogeografii

i Systematyki. Jego
zainteresowania
badawcze skupiajg
sie wokot zagadnien
zwigzanych

z ochrong przyrody
oraz badaniami
réznorodnosci
grzybow.
mpietras@man.poznan.pl

Mykoryzy grzyba
Cenococcum geophilum

MAGAZYN POLSKIE)
AKADEMII NAUK
3/71/2022



ACAD=MIA

Chromatogram fragmentu
sekwendji ITS rDNA grzyba

BADANIA W TOKU Mykologia

sztucznie. Liczba powtarzajacych sie cykli wynosi za-
zwyczaj do 35-40, dzieki czemu w kazdym kolejnym
cyklu powstaje podwojona ilo$¢ interesujgcego nas
fragmentu DNA. W taki sposob z jednej podwojne;j
nici DNA mozemy otrzyma¢ miliony identycznych ko-
pii, co otwiera nowe mozliwo$ci badawcze i analitycz-
ne. Obecnie techniki biologii molekularnej bazujace
na PCR sg wykorzystywane w wielu dziedzinach na-
uki, m.in. w taksonomii, systematyce, ekologii, a takze
w kryminalistyce, medycynie czy diagnostyce klinicz-
nej. Za najlepszy przyktad moze tu stuzy¢ wykorzysta-
nie tych metod w trakcie pandemii COVID-19, kiedy
to wykorzystywano metod¢ PCR jako bazowa do prze-
prowadzenia testow na obecnos$¢ koronawirusa.

Mykologia molekularna

Obserwowany od blisko 30 lat rozkwit technik biologii
molekularnej niewatpliwie przyczynit si¢ do rozwoju
nauk biologicznych. O tym, jak odkrycie DNA, a na-
stepnie opracowanie reakcji faicuchowej polimerazy
pchneto do przodu nauke, opowiem na przyktadzie
krolestwa grzybow, jednej z najbardziej tajemniczych,
niezbadanych i réznorodnych grup organizmoéw wy-
stepujacych na kuli ziemskiej. Gwaltowny rozkwit
metod zwigzany z udoskonalaniem narzedzi mole-
kularnych w mykologii jest wykorzystywany do badan
taksonomicznych, ekologicznych czy populacyjnych.
Rozkwit ten jest zwigzany przede wszystkim z zaadap-
towaniem reakcji PCR do badan mykologicznych oraz
dostepnoscig narzedzi stuzacych do analizowania se-
kwencji nukleotydowych. Ogromne znaczenie miafo
uznanie fragmentu ITS (internal transcribed spacer)
rybosomowego DNA jako ,,barcodu” wykorzystywa-
nego do identyfikacji molekularnej grzybow. Frag-
ment ten mozna uznac za swoisty kod kreskowy, dzie-
ki ktéremu mozliwe jest rozpoznanie gatunku grzy-
ba. Sczytanie takiego unikatowego kodu jest mozliwe
zardwno z owocnikow grzybow, jak iz tworzonych
przez nie mykoryz czy obecnej w glebie grzybni. Wa-
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runkiem tutaj jest posiadanie odpowiedniej liczby
kopii fragmentu ITS, ktére powstaja w czasie PCR,
a nastepnie ich sekwencjonowanie i przedstawienie
w formie ciggu liter odpowiadajgcych oznaczeniu
nukleotydow. Zintegrowana metoda wykorzystujaca
PCR i sekwencjonowanie otrzymanych produktow
zrewolucjonizowaly klasyczng mykologie, wywrocity
znang systematyke krolestwa grzybow i pozwolily opi-
sac tysigce nowych gatunkow. Za najlepszy przyklad
moze postuzy¢ tutaj grupa grzybow klasyfikowana
do niedawna do rzedu Aphyllophorales, okreslanego
jako grzyby bezblaszkowe. Grupa ta w wyniku licz-
nych rewizji opartych na metodach molekularnych
rozpadta sie na 14 wspolczesnie uznawanych rzedow!
Obecnie do ekologicznej grupy grzybow afylloforo-
idalnych wlicza sie ponad 500 taksonow wystepuja-
cych na calym $wiecie i reprezentujacych wszystkie
grupy funkcjonalne grzybéw. Inny przyklad to po-
dzielenie dobrze nam znanego rodzaju Boletus, czyli
borowik. W wyniku przeprowadzonych w ostatnich
latach badan wiekszo$¢ znanych nam gatunkéw boro-
wikow stata sie ztotoborowikami, krasnoborowikami,
mastoborowikami, sinoborowikami czy krwistoboro-
wikami. Podobnie zostal przekwalifikowany najpo-
pularniejszy grzyb zbierany w polskich lasach, czyli
podgrzybek brunatny (wcze$niej rodzaj Xerocomus)
przechrzczony obecnie na podgrzyba brunatnego (ro-
dzaj Imleria).

Ukryte bogactwo

Metody bazujace na PCR obok klasycznej taksono-
mii znalazly réwniez znacznie szersze zastosowanie
w badaniach grzybéw. Przed erg badan molekular-
nych obserwacje mykologiczne opieraty sie glownie
na metodach klasycznych polegajacych na obserwacji
owocnikow, ktore pojawiajg sie nieregularnie. Metoda
ta wymagata wielu lat cierpliwych i zmudnych badan
prowadzonych w terenie, uzaleznionych w duzej mie-
rze od warunkéw pogodowych. Wprowadzenie badan
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molekularnych opartych na analizie fragmentu ITS
ujawnito ogromne bogactwo $wiata grzybow obser-
wowanych na korzeniach drzew w formie mykoryz
badz jako grzybnia w glebie. Badania przeprowadzo-
ne w Estonii ujawnily obecnos$¢ 122 gatunkéw grzy-
béw symbiotycznych zidentyfikowanych w formie
mykoryz na korzeniach jednego drzewa topoli osiki.
Jeden z gatunkéw — Cenococcum geophilum - zostat
zidentyfikowany w ponad 20 r6znych genotypach
(odmianach). W badaniach ekologicznych grzybow
metody molekularne staly si¢ podstaws, dzieki kto-
rej bylo mozliwe ujawnienie ogromnego bogactwa
mykobioty, w szczegolnosci gatunkow, ktorych ca-
ty rozwdj odbywa si¢ w glebie bez pojawiajacych sie
owocnikéw. Badania prowadzone od blisko 20 lat
w Instytucie Dendrologii PAN pozwolity na odkry-
cie kilkudziesieciu gatunkow grzybow wystepuja-
cych w Polsce, mimo ze zaden z nich nie pojawit sie
w formie dojrzatego owocnika. Jedynym dowodem
na obecno$¢ tych rzadkich organizméw byly two-
rzone przez nie mykoryzy.

Kolejnym etapem w badaniach mykologicznych
bylo wprowadzenie metody masowego sekwencjono-
wania. W przeciwienstwie do metody opisanej powy-
zej, gdzie po jednej reakcji PCR otrzymujemy identyfi-
kacje jednego gatunku grzyba, masowe sekwencjono-
wanie pozwala w jednej probéwce namnozy¢ miliony
sekwencji nalezacych do tysiecy gatunkéw grzybow.
Badania 365 prob gleby (kazda o masie 2 gramow) ze-
branych na calym $wiecie pozwolily na zidentyfiko-
wanie 100 tys. taksondw grzybow! Wiekszo$¢ ze znale-
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zionych grzybow nie miata odpowiednikow sekwencji
w bazach danych zawierajacych znane gatunki tych
organizméw. Co wigcej, odkryto nowe linie filoge-
netyczne grzybow.

Najbardziej wyrafinowane metody wykorzysty-
wane we wspoélczesnej mykologii pozwalajg zajrzeé
jeszcze glebiej. Dzieki badaniom genomicznym moz-
liwe jest opisanie calych genoméw grzybow, a wiec
przedstawianie w formie sekwencji calej informacji
genetycznej charakterystycznej dla danego gatunku
grzyba. Calo$ciowe opracowanie genomow zostato
opublikowane dla kilku gatunkéw grzyboéw, m.in. la-
kowki dwubarwnej czy komercjalnie wykorzystywa-
nych trufli. Podejécie genomiczne pozwala na badania
funkcjonalnej ekologii grzybow, ktére majg odpowie-
dzie¢ na pytanie, jaka role odgrywaja poszczegdlne
gatunki grzybow w ekosystemach. Do tego wykorzy-
stuje sie bardzo zaawansowane metody ,,omiczne”,
takie jak metabolomika (badanie powstajacych me-
tabolitow), transkryptomika (badanie ekspresji ge-
néw), proteomika (analiza syntetyzowanych bialek),
ktore jeszcze mocniej wnikaja w pojedynczg grzybowg
strzepke i probujg odpowiedziec na pytanie, co dzieje
sie w niej na poziomie fizjologicznym, molekularnym
i biochemicznym.

Metody molekularne zrewolucjonizowaly mykolo-
gie, otworzyly wiele mozliwosci do odkrywania tajem-
nic krolestwa grzybow. Nalezy jednak pamietac o kil-
ku przetomach, do ktérych doszto w biologii ogélnej,
a ktore zaadaptowane na potrzeby mykologii zmienity
i dalej zmieniajg nasze spojrzenie na grzyby. m
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Kutnerka brazoworézowa
— grzyb afylloforoidalny
klasyfikowany obecnie
do rzedu Thelephorales

Chcesz wiedzie¢
wiecej?

Mullis K.B., The unusual origins
of the Polymerase Chain
Reaction, ,Scientific American’,
1990.

Schoch C.L., SeifertK.A.,
Huhndorf S. etal., Nuclear
ribosomal internal transcribed
spacer (ITS) region as a universal
DNA barcode marker for Fungi,
,The Proceedings of the National
Academy of Sciences’, 2012.

Tedersoo L., Bahram M.,
Pdlme S. etal., Global diversity
and geography of soil fungi,
LScience”, 2014,

Watson J.D., Crick FH.C.,
Asstructure for deoxyribose
nucleic acid,, Nature”, 1953.

MAGAZYN POLSKIE)
AKADEMII NAUK
3/71/2022



